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Cytometryczna ocena aktywacji bazofilów
w diagnostyce chorób alergicznych
Flow cytometric basophils activation test as a method of allergy diagnosis
Abstract
For several years the incidences of allergic diseases and anaphylactic reactions have been increasing dramatically. Classical
method of allergy diagnosis — skin prick test in some situations can provoke life-threatening reactions. Detection of allergen-
-induced basophil activation by flow cytometry has been shown to be a useful tool for allergy diagnosis in those patients. CD 63
and CD203c have recently been demonstrated as a specific activation markers of basophils that are rapidly up-regulated after
allergen challenge in sensitized patients.  Although flow-cytometry methods are quite sophisticated and expensive, it could be
a good alternative in patients at risk of severe anaphylactic reactions or with contradictory test results.
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Streszczenie
W ciągu ostatnich lat znacznie wzrosła zapadalność na choroby alergiczne. „Złotym standardem” w diagnostyce tych chorób
są testy skórne, jednak podczas ich wykonywania zdarzają się przypadki zagrażających życiu odczynów anafilaktycznych.
W niektórych więc sytuacjach alternatywą dla badań tradycyjnych są metody diagnostyki alergii in vitro, w tym cytometria
przepływowa. U osoby z atopią po kontakcie z alergenem dochodzi do aktywacji bazofilów i wzrostu ekspresji na ich
powierzchni antygenów CD63 i CD203c. Markery te można oznaczać metodą cytometrii przepływowej za pomocą skierowa-
nych przeciwko nim przeciwciał monoklonalnych sprzężonych z fluorochromami po stymulacji in vitro komórek krwi obwodo-
wej. Chociaż metoda ta jest kosztowna i wymaga użycia specjalistycznego sprzętu, to jest jednak dobrym narzędziem
diagnostycznym w przypadku tych chorych, u których wykonanie testów skórnych wiąże się z dużym ryzykiem wystąpienia
powikłań.
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W ciągu ostatnich kilkunastu lat częstość wy-
stępowania reakcji alergicznych i ich najgroźniej-
szych form — reakcji anafilaktycznych znacząco
wzrosła. Tendencję tę zaobserwowano zarówno
w populacji Europy Zachodniej, jak i Ameryki Pół-
nocnej oraz Australii [1]. Szacuje się, że około 20–
–30% populacji krajów rozwiniętych cierpi z po-
wodu reakcji IgE-zależnych w odpowiedzi na po-
wszechne alergeny. Choroby wywoływane przez te
reakcje to astma, katar sienny, alergiczne zapale-
nie spojówek i atopowe zapalenie skóry [2]. Reak-
cja anafilaktyczna polega na natychmiastowej IgE-
-zależnej odpowiedzi na alergen. Połączenie się IgE
z receptorem FceRI (receptor o wysokim powino-
wactwie dla immunoglobuliny E) na powierzchni
bazofila lub mastocyta i związanie krzyżowe aler-
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go pobudzenie jest głównym sposobem aktywacji
tych komórek [7]. Podjednostka a tego receptora
wiąże wolne IgE, podczas gdy łańcuchy b i g są
zaangażowane w przekazywanie sygnałów do ko-
mórki dzięki domenom aktywacyjnym z kinazą
tyrozynową [8].
„Mostkowanie” FceRI wywołane związaniem
alergenu przez IgE powierzchniowe powoduje de-
granulację bazofilów i uwolnienie z ziarnistości
takich mediatorów, jak: histamina, cysteinylowe
leukotrieny C4 (LTC4), LTD4, LTE4 i cytokiny,
w tym głównie IL-4 i IL-13 [7].
Badania z wykorzystaniem mikroskopii elek-
tronowej wykazały, że aktywacja bazofilów może
przebiegać dwiema drogami: degranulacją anafi-
laktyczną, charakteryzującą się szybkimi morfolo-
gicznymi zmianami, egzocytozą wewnątrzkomór-
kowych ziarnistości i uwalnianiem mediatorów
reakcji, oraz degranulacją stopniową — charakte-
ryzującą się niewielkimi zmianami morfologiczny-
mi bez egzocytozy ziarnistości [9].
Na początku lat 90. udoskonalono technikę
izolacji i oczyszczania bazofilów z krwi obwodo-
wej. Opierała się ona na immunomagnetycznym
rozdzielaniu leukocytów za pomocą opiłków żela-
za opłaszczonych przeciwciałami przeciwko anty-
genom występującym na powierzchni bazofilów.
Opracowano również testy, które pozwoliły na
oznaczanie stężeń mediatorów wydzielanych przez
bazofile podczas degranulacji, na przykład Enzy-
me Linked Immunosorbent Assay Test (ELISA) do
oceny stężeń histaminy i cytokin [7].
Podobnie jak w przypadku mastocytów, akty-
wacja bazofilów może być mierzona stopniem
zmian morfologicznych lub pomiarem stężeń sub-
stancji przez nie uwolnionych [10].
Testy in vitro
Zasada testów czynnościowych in vitro pole-
ga na ocenie zmian stężeń mediatorów reakcji aler-
gicznych uwalnianych z ziarnistości bazofilów pod
wpływem swoistych alergenów wywołujących de-
granulację. Pierwszym tego typu testem był test
uwalniania histaminy (HRT, histamine release
test), jednak jego czułość i swoistość jest niezado-
walająca [6].
Test uwalniania histaminy daje pośredni ob-
raz degranulacji bazofilów opłaszczonych swoisty-
mi IgE w odpowiedzi na alergen. Uwalnianie hi-
staminy indukowane alergenem jest reakcją za-
leżną od dawki alergenu. Wydzielanie histaminy
zachodzi w 370C i tylko w obecności wapnia ze-
wnątrzkomórkowego. Zdolność bazofilów do uwal-
niania histaminy zależy od kilku czynników, mię-
genu przez fragmenty Fab tych przeciwciał prowa-
dzi do degranulacji komórek i uwolnienia z ich
ziarnistości mediatorów reakcji alergicznej, takich
jak histamina, sulfidoleukotrieny (LTs) i liczne
cytokiny [1, 2]. Uwalniane czynniki mogą wywo-
ływać reakcje anafilaktyczne prowadzące do
wstrząsu. Do alergenów, które najczęściej je wy-
wołują, należą między innymi: jad owadów błon-
koskrzydłych (pszczoły, osy, szerszenie), orzechy,
ryby, leki i lateks [1]. Kliniczne reakcje wywoły-
wane przez jad owadów błonkoskrzydłych są przy-
czyną śmierci 0,09–0,45 osób na milion ogólnej
światowej populacji. Znacznie częściej po użądle-
niach obserwuje się reakcje miejscowe (2–19%
populacji) lub systemowe (0,8–3,9%) [3].
Liczne badania pozwoliły ustalić strukturę
wielu alergenów. Przeważnie są one glikoproteina-
mi. Wiele z nich zostało opisanych, sklonowanych
i wyprodukowanych w rekombinowanej formie.
Takie rekombinowane alergeny mogą być wykorzy-
stane w diagnostyce alergii. Zaobserwowano, że
siła reakcji zależy od stanu glikozylacji alergenu
i jego struktury, dlatego podjęto próby analizy re-
akcji IgE-zależnych na konkretne alergeny w okre-
ślonych typach alergii [2].
Diagnostyka alergii jest głównie oparta na
wywiadzie klinicznym (powiązanie objawów
z bodźcem je wywołującym), pozytywnym wyniku
testów skórnych, które ciągle stanowią „złoty stan-
dard”, oraz wykrywaniu swoistych IgE w surowi-
cy pacjenta. U większości pacjentów te badania po-
zwalają wykryć czynnik uczulający, jednak w nie-
licznych przypadkach niezbędne są dodatkowe
czynnościowe badania in vitro [1, 4].
Wykonanie testów skórnych czy prowokacji
donosowej nie zawsze jest możliwe, gdyż w nie-
których przypadkach może wywoływać niebez-
pieczną dla życia reakcję anafilaktyczną. Dlatego
poszukuje się testów in vitro, wiarygodnie potwier-
dzających diagnozę alergii [5].
Bazofile i mastocyty — komórki odpowiedzialne
za objawy alergii
Komórki odpowiedzialne za reakcje alergicz-
ne to bazofile i mastocyty. Ponieważ mastocyty
występują w tkankach, ich analiza jest trudna.
Bazofile znajdujące się we krwi obwodowej są
głównymi komórkami efektorowymi w reakcjach
alergicznych, które można badać in vitro [6]. Gra-
nulocyty zasadochłonne (bazofile) wywodzą się ze
szpikowej linii mieloidalnej, a ich pierwotnymi
prekursorami są komórki CD34+. We krwi obwo-
dowej bazofile stanowią 0,2–1% granulocytów. Na
ich powierzchni występuje receptor FceRI, które-
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dzy innymi: natury choroby (w ostrych chorobach
atopowych obserwuje się spontaniczne uwalnianie
dużych stężeń histaminy); leków, które pacjent
wcześniej przyjmował; obecności cytokin i hormo-
nów lub procesu wcześniejszego odczulania. Na-
leży również zaznaczyć, że około 5% populacji to
„niewydzielacze” — osoby, których bazofile nie
reagują uwalnianiem histaminy na kontakt z uczu-
lającym je alergenem. Test uwalniania histaminy
przeprowadza się na bazofilach wyizolowanych
z krwi pobranej do probówki zawierającej heparynę.
Stężenie alergenu wywołujące degranulację musi
być dobrane eksperymentalnie. Pomiaru stężeń
uwolnionej histaminy dokonuje się za pomocą te-
stów ELISA, RIA (Radio Immuno Assai) lub fluoro-
metrycznie. Przy ocenie wyników należy wziąć pod
uwagę tak zwane samoistne uwalnianie histaminy
(ok. 5%) i ustalić odpowiedni próg odcięcia [2].
Kolejnym testem używanym do diagnostyki
czynnościowej był test komórkowego stymulowa-
nia alergenami (CAST, cellular antigen-stimulation
test), w którym mierzono stężenie sulfidoleukotrie-
nów (LTC4, LTD4, LTE4) uwalnianych pod wpły-
wem stymulacji alergenowej z wyizolowanych
wcześniej bazofilów. Test CAST nie pozwala jed-
nak na odróżnienie alergenów wywołujących re-
akcje miejscowe od wywołujących reakcje syste-
mowe [5].
Ocenę stężeń uwalnianych leukotrienów
LTC4 przeprowadza się w supernatancie po stymu-
lacji bazofilów. Odczyt wyników jest wykonywa-
ny metodą ELISA z użyciem przeciwciała krzyżo-
wo reagującego z LTD4 i LTE4 [3].
Identyfikacja bazofilów przy użyciu
przeciwciał monoklonalnych
Cytometria przepływowa jest doskonałym na-
rzędziem do identyfikacji określonych typów ko-
mórek, nawet jeżeli stanowią one bardzo małą po-
pulację. W tym badaniu wykorzystuje się ekspre-
sję antygenów charakterystycznych dla określo-
nych komórek. Identyfikację bazofilów zapocząt-
kowano poprzez zastosowanie przeciwciał prze-
ciwko powszechnemu dla leukocytów antygenowi
CD45 oraz przeciw IgE, które występują na po-
wierzchni komórek w połączeniu z ich receptorem
FceRI [11]. W tak wyodrębnionej populacji iden-
tyfikowano komórki CD63 dodatnie. Jak wykaza-
no, antygen CD63 jest zakotwiczony w błonie ziar-
nistości bazofilów i ulega ekspresji powierzchnio-
wej dopiero po degranulacji komórki. Z kolei stale
na powierzchni granulocyta zasadochłonnego wy-
stępuje antygen CD203c, którego ekspresja ulega
zwiększeniu po degranulacji komórki. Antygen ten
służył do wstępnej identyfikacji granulocytów za-
sadochłonnych, jednak niska ekspresja w formach
spoczynkowych uniemożliwiała wiarygodną ana-
lizę (ryc. 1).
Na błonie komórkowej bazofila wykazano tak-
że ekspresję cząstki CRTH2, występującej również
na eozynofilach i limfocytach Th2. Wyseparowa-
nie bazofilów na podstawie ekspresji CRTH2 od-
bywa się przez wykluczenie eozynofilów za po-
mocą analizy SS (ocena rozproszenia światła lase-
ra na ziarnistościach wewnątrzkomórkowych —
Side Scatter) i limfocytów T przez znakowanie
przeciwciałem anty-CD3 [6] (ryc. 2).
Innym protokołem, pierwotnie przeznaczo-
nym głównie do identyfikacji komórek dendrytycz-
nych (populacja CD123+HLA-DR+), jest protokół
z użyciem przeciwciał anty-CD123 i HLA-DR. Ba-
zofile mają na swojej powierzchni antygen CD123
i nie wykazują ekspresji HLA-DR. CD123 jest pod-
jednostką a receptora dla IL-3. Poziom ekspresji
tego antygenu na bazofilach nie zależy od stopnia
ich aktywacji i jest stosunkowo stały [6].
CD63 jako marker aktywacji bazofilów
Antygen CD63 (gp53) zwany jest inaczej biał-
kiem błonowym związanym z lizozymem (LAMP-3,
lysosyme-associated membrane protein). Należy do
nadrodziny białek transbłonowych (tetraspanin —
białek z 4 domenami transbłonowymi [1, 14])
i pojawia się na różnych typach komórek: bazofi-
lach, mastocytach, makrofagach i na płytkach krwi
[12]. W stanie spoczynku białko to jest zakotwiczo-
Rycina 1. Identyfikacja bazofilów na podstawie reakcji przeciwciał
z antygenami CD45, CD203c i rozkładu SS (Side Scatter, analiza
rozproszenia światła na ziarnistościach komórki). Bazofile wykazują
silną ekspresję CD45 i niewielką CD203c. Na osi SS są wykrywane
jako komórki o niewielkiej granularności. Znaleźć je można w bram-
kach N2 i Q2
Figure 1. The identification of basophils based on reaction of mo-
noclonal antibodies with CD45, CD203c markers and Side Scatter
parameter. Basophils are characterized by high expression of CD45
and low expression of CD203c as well as low granularity at Side
Scatter (see gates N2 and Q2)
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Rycina 2. Wyseparowanie (bramkowanie) bazofilów w protokole CD3/CD203c/CRTH2. W rozkładzie FS/SS bazofile układają się między limfocytami
i monocytami. Nie wykazują ekspresji antygenu CD3; można je rozpoznać przez bramkowanie populacji CRTH2+CD203c+ po wykluczeniu z analizy
limfocytów Th2 i eozynofilów (bramka C)
Figure 2. Basophil gating using CD45/CD203c/CRTH2 protocol. In FS/SS cytogram basophils can be found between lymphocytes and
monocytes. Basophils have phenotype CD3-/CRTH2+/CD203c+
ne w błonie wewnątrzcytoplazmatycznych ziarni-
stości. Funkcja CD63 pozostaje jeszcze nieznana,
jednak wykazano, że przeciwciała anty-CD63 mogą
hamować adhezję mastocytów do białek macierzy
pozakomórkowej, fibronektyny i witronektyny,
oraz mogą hamować IgE-zależną aktywację adhe-
rentnych mastocytów [9].
CD63 jest antygenem, który podczas aktywa-
cji bazofila ulega ekspresji de novo na powierzch-
ni badanych komórek. Podczas aktywacji z granu-
locytów zasadochłonnych uwalniane są mediato-
ry, a CD63 — po fuzji błon ziarnistości z błoną
komórkową — pojawia się na powierzchni komór-
ki. Dzięki swoistym przeciwciałom sprzężonym
z fluorochromem ekspresja tych cząstek może być
analizowana cytometrycznie (ryc. 3).
Ekspresja CD63 silnie koreluje z degranulacją
komórki, czyniąc ten antygen doskonałym narzę-
dziem do oceny reakcji bazofilów na alergen.
W badaniach nad alergią na roztocza kurzu domowe-
go test z użyciem przeciwciał monoklonalnych
anty-CD63 wykazywał 91% czułości i 100% swo-
istości [5]. Przy zastosowaniu testu oceniającego
ekspresję CD63 należy pamiętać, że ten antygen
można znaleźć również na trombocytach. Dlatego
przydatnym byłoby znakowanie dodatkowo marke-
ra swoistego dla płytek krwi (np. CD41) w celu
wykluczenia z analizy leukocytów nimi opłaszczo-
nych [5]. Ekspresja CD63 na powierzchni bazofilów
wzrasta nie tylko pod wpływem alergenów, ale rów-
nież takich czynników, jak fMLP (formylometiony-
loleucynofenyloalanina) czy jonomycyna [13].
Czułość testu z zastosowaniem przeciwciał
skierowanych przeciw antygenowi CD63 w diagno-
styce alergii na jad owadów wyniosła 100% [4],
osiągając wartość o około 15–20% wyższą niż czu-
łość testu uwalniania histaminy czy czułość testów
skórnych. Swoistość testu również wyniosła 100%.
Nie wykazano korelacji między stężeniem krążą-
cych swoistych IgE a testem aktywacji bazofila, co
przemawia za faktem, że nie ma związku między
siłą degranulacji bazofilów (liczbą bazofili, które
ulegają degranulacji) a stężeniem IgE w surowicy
[3]. W badaniach alergii na sierść kota wykazano
100-procentową czułość i 95-procentową swoistość
testu z przeciwciałami monoklonalnymi anty-
CD63 [16]. Z kolei w badaniach nad opiatami i le-
kami rozluźniającymi mięśnie wykazano czułość
tego samego testu na poziomie 79% [13].
CD203c jako marker aktywacji bazofilów
Antygen CD203c (neuronalny powierzchniowy
antygen różnicowania neuronów, E-NPP3, PD-Ib,
B10, gp130RB13-6) należy do wielogenowej rodziny
pirofosfataz/fosfodiesteraz. Te transbłonowe meta-
loenzymy typu II wykazują szerokie spektrum sub-
stratowe i katalizują pękanie wiązań fosfodiestro-
wych i fosfosiarczanowych w licznych cząstecz-
kach składających się z deoksynukleotydów i cu-
krów nukleotydowych [9]. Dodatkowo, E-NPP3
zawiera domenę somatyno B-podobną i komórko-
wy motyw adherentny, ale jego potencjalna funk-
cja w odniesieniu do fizjologii bazofila pozostaje
nieznana [14]. Jak dotąd nie wykazano ekspresji
tego antygenu na żadnych innych komórkach poza
bazofilami i mastocytami, wywodzącymi się z tej
samej komórki prekursorowej. Jego ekspresja wzra-
sta natychmiast po stymulacji alergenem powodu-
jącym degranulację lub po aktywacji przeciwcia-
łami anty-IgE. Sugeruje to, że aktywacja CD203c
ujawnia się po aktywacji receptorów dla fragmen-
tu Fc immunoglobuliny IgE [6] (ryc. 4).
W formie spoczynkowej bazofile wykazują
bardzo słabą ekspresję cząsteczki CD203c, co po-
woduje, że nie może być ona ich markerem rozpo-
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Rycina 3. Ocena aktywacji bazofila z użyciem przeciwciała rozpoznającego antygen CD63. Po połączeniu się alergenu z fragmentem Fab IgE na
powierzchni bazofila dochodzi do degranulacji i ujawnienia ekspresji CD63 na powierzchni komórki. Antygen ten może być wykrywany cytometrycznie
przez przeciwciało sprzężone z fluorochromem
Figure 3. Basophil activation scheme using CD63 antigen as activation marker. Secondary to IgE binding to its receptor, can be observed basophil
degranulation and increased CD63 antigen expression. This antigen is detectable using specific monoclonal antibody conjugated with fluorescent dye
znającym. W badaniach nad alergią na lateks wy-
kazano, że test aktywacji bazofilów z zastosowa-
niem przeciwciał skierowanych przeciw antygeno-
wi CD203c ma o 50% wyższą czułość niż test oce-
niający ekspresję CD63 [15]. Nadekspersja CD203c
jest wynikiem krzyżowej aktywacji receptorów
FceRI i działania na komórkę chemoatraktantów,
takich jak fMLP, działających na drodze recepto-
rowej. Nagły wzrost ekspresji CD203c na po-
wierzchni błony w kilka minut po aktywacji wska-
zuje na to, że w cytoplazmie komórki muszą się
znajdować rezerwy tego białka. W konsekwencji
można założyć, że antygen CD203c odgrywa zasad-
niczą rolę w IgE-zależnej aktywacji bazofila [1].
Zarówno naturalne, jak i rekombinowane alerge-
ny mogą promować wzrost ekspresji CD203c na po-
wierzchni granulocytów zasadochłonnych [2] (ryc. 5).
Spoczynkowa ekspresja CD203c może się róż-
nić, co zależy od właściwości osobniczych. Na
wzrost ekspresji CD203c może wpływać IL-3, dla-
tego u osób, u których toczą się procesy zapalne,
podstawowy poziom CD203c może być znacznie
podwyższony. Wydaje się, że antygen CD203c jest
najbardziej czułym markerem aktywacji bazofilów
na drodze IgE-zależnej [2].
Wstępne badania z zastosowaniem tego anty-
genu do diagnozowania alergii wskazują na
większą czułość niż cząsteczki CD63 [13].
Inne markery aktywacji bazofila
Obecnie zidentyfikowano jeszcze inne marke-
ry aktywacji bazofilów. Należą do nich: CD13,
CD164 (zachowujący się podobnie do CD203c)
i CD107a (odpowiada ekspresji CD63). Ich poten-
cjalne zastosowanie w diagnostyce chorób alergicz-
nych wymaga jednak dalszych badań [6, 8].
Podsumowanie
Niewątpliwą zaletą cytometrii przepływowej
w badaniach czynności bazofilów jest możliwość
identyfikowania i analizowania niewielkiej popu-
lacji komórek (stanowiącej ok. 1% próbki) oraz kil-
ku parametrów (tzn. antygenów powierzchnio-
wych) jednocześnie [7]. Zastosowanie testu akty-
wacji bazofilów in vitro pozwala uniknąć powikłań
podczas badań diagnostycznych, takich jak reak-
cja anafilaktyczna czy pseudoanafilaktyczna po
podaniu alergenu. Test ten może być szczególne
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Rycina 4. Schemat oceny aktywacji bazofilów na podstawie oceny ekspresji antygenu CD203c. Po połączeniu się alergenu z fragmentem Fab
IgE na powierzchni bazofila dochodzi do degranulacji i wzrostu ekspresji CD203c na powierzchni komórki. Antygen ten może być wykrywany
cytometrycznie przez przeciwciało sprzężone z fluorochromem
Figure 4. Basophil activation scheme using CD203c antigen as activation marker. Secondary to IgE binding to its receptor, can be observed basophil
degranulation and increased CD203c antigen expression. This antigen is detectable using specific monoclonal antibody conjugated with fluorescent dye
Rycina 5. Aktywacja bazofilów pod wpływem pyłków traw u osoby uczulonej. Bramkowanie wykonano, stosując protokół CD3/CRTH2/CD203c.
Pierwszy cytogram przedstawia bazofile spoczynkowe, drugi — bazofile aktywowane przeciwciałami anty-IgE, trzeci zaś przedstawia aktywację
bazofilów po inkubacji z antygenami pyłków traw
Figure 5. Basophil activation after grass pollen stimulation in atopic patient. Gating was set with the use of CD3/CRTH2/CD203c protocol.
At the first cytogram unstimulated basophils, at the second — basophils stimulated with anti-IgE and at the third — basophils stimulated with
grass pollen antigens are presented
przydatny w takich sytuacjach klinicznych, jak dia-
gnostyka alergii na jady owadów błonkoskrzydłych
czy alergii pokarmowych. W tym ostatnim przypad-
ku testy skórne mają niewielką wartość, więc dia-
gnostyka in vitro byłaby jak najbardziej wskazana.
Jak każda metoda, tak i ten test ma pewne ograni-
czenia. Przede wszystkim jest stosunkowo drogi
i wymaga zastosowania sprzętu niedostępnego
w większości laboratoriów. Poza tym w przypadku
każdego badanego alergenu określać optymalne stę-
żenie wywołujące aktywację komórek. Niezbędne
jest również określenie poziomu odcięcia, to zna-
czy takiego wzrostu ekspresji badanych cząstek,
powyżej którego rozpoznamy aktywację [6].
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Technika ta została opracowana dla wielu aler-
genów, między innymi alergenów inhalacyjnych,
lateksu, jadów owadów błonkoskrzydłych czy leków,
wywołujących IgE-zależną reakcję alergiczną [9].
Badania wykazują, że testy cytometryczne są
użytecznym dodatkowym narzędziem w diagno-
styce alergii. Uważa się, a chyba niesłusznie, że ich
koszty i wymagania aparaturowe wykluczają moż-
liwość stosowania w rutynowej diagnostyce. Ta-
kie testy mogą być użyteczne w badaniach ekspe-
rymentalnych i szczególnie w takich sytuacjach,
kiedy badania in vivo mogą wywołać silną zagra-
żającą życiu reakcję u pacjenta [16].
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